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@ Verfahren zum optischen qualltativen und quantitatlven Nachwels von Molekulen, Blomolekulen und 
Mikroorganismen 



kann, in Kcmbinatlon mit Farbstoffmolekulen, deren Absorp- 
tlonsbereich mit der Laserwellenlinge Qberlappt die Unter- 
grundfluoreszenz reduzlert werden, der Preis fur den Aufbau 
deutlich reduziert werden, und gleichzeltig die evaneszente 
Welle genutzt werden, als ein zeitsparender l-Schritt-Test 
aufgebaut werden. 



) Die vorilegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
optischen Nachwels von Molekulen, BlomolekQIen und Mi- 
kroorganismen. 

Die melsten Verfahren, die RezeptormolekOle als Erken- 
nungsmolekOI zur hochselektiven Bindung von Analyten 
nutzen, sind Mehrschrlttverfahren, z. B. Enzym-lmmuntesCs. 
Die Entwicklung von 1-Schrltt-Verfahren, d. h. Sensoran, soil 
dabei insbesondere die Zelt, die fQr einen Test arforderlioh 
ist, reduzieren. So wurden auch verschiedene optlsche 
Sensoren beschrieben, z. B. solche, die die evaneszente 
WeKe an der Oberflfiche eines Llchtwellenleiters zur selektl* 
ven Anregung der an der Oberfl&che gebundenen MolekGle 
nutzen. 

Wird zur Anregung eine Laserdiode eingesetzt, die im roten 
Oder nahen Infraroten Wellenlangenberelch Ucht emrttlert 

Die folgenden Angaben stnd den vom Anmelder elnoereiehton Unterlagon entnommen 

BUNDESDRUCKEREl 07.84 408036/370 



^^^^ 



V 404052980 US 



^ S ^ <N 

.. ?• — 
q2 s g 

< CO < (2 



DE 43 ( 

1 

Bescfareibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Sensor mil 
einem neuartigen Aufbau fflr den optisdien Nachweis 
von MolekQlen. Es handelt sich urn einen Festpliasen- 
sensor, der mit Hilfe der aus einem Lichtwellenleiter 
beliebiger Geometrie austretenden evaneszenten Welle 
MolekOle in der N^e der Oberfldche nadiweist 

Der Nachweis von Molekiilen, wie Proteine, Nuklein- 
sluren, Pestizide, Toxine, pharmazeutische Wirkstoffe, 
organiscbe und anorganische Substanzen, Mikroorga- 
nismen und lonen (auch Protonen) kann Qber spe:dri- 
sche Bindungen an ein anderes MoIekiil» das Rezeptor- 
eigenschaften besitzt, sehr selektiv auch aus einem Ge- 
misch durchgef flhrt werden. Ein solches Rezeptormole- 
kol kann z. E ein AntikdrpermolektU, oder ein DNS- 
MolekOl. das zumindest teilwdse eine zu der nachzu- 
weisenden DNS-Sequenz komplement^ Struktur auf- 
weist, seia Die bisher in der Praxis eingesetzten Nach- 
weisprinzipien sind in der Regel heterogene Mehr- 
schrittverfahren (Methods in Enzymology, 74 (1981X 
28— 6a So ist m vielen Testsystem-AusfOhrungen z. B. 
das Rezeptormolekfll an einer Oberflflche immobilisiert. 
wEhrend das nachzuweisende MolekOl, das sich im 
Oberstand der L5sung, oder bei gasfdrmigen Substan- 
zen, das sich im Gasraum Qber der Oberfl&che befindet, 
an das RezeptormolekQl bindet Ist die OberflSche die 
eines massensensitiven Kristalls, kann die Massenzu- 
nahme durch die Bindung des /jialyten an das Rezep- 
tormolekOl direkt LdR. aber die Abnahme der Reso- 
nanzfrequenz detektiert werden Am. Chem. Soa 108 
(1986), 5444-5447). In der Regel werden jedoch Mehr- 
schrittverfahren eingesetzt, die mit Hilfe eines marider- 
ten weiteren MoIekQis als kompetitiver oder Sandwich- 
test den Nachweis des Analyten erreichen. Die Markie- 
rung ist in der Regel ein Enzym, ein Radionuklid oder 
ein Fluoreszenzf arbstoff. Die Verwendung von Fluores- 
zenzfarbstoff-markierten MolekQlen erlaubt nicht nur 
den Nachweis der markierten Molekflle, sondem, wenn 
der Test kompetitiv oder ab Sandwich-Test ausgelegt 
ist, auch den Nachweis nicht markierter Analyte. Dar- 
Qberhinaus kann auch die Wechselwirkung zwischen 
zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, deren Ab- 
sorptionsbanden sich Uberiappen, genutzt werden, wenn 
diese an einer OberMche sich auf wenige Nanometer 
annahem. Einige dieser bekannten Immunoassay-Me- 
thoden beinhalten die Verwendung von Fluoreszenz- 
f arbstoff-MolekQlen Fi, (tie in der Lage sindt Licht einer 
Wellenlange Xi zu absorbieren und licht einer zweiten, 
£^Ofieren Wellenlflnge X2 zu emittierea In Gegenwart 
eines anderen FluoreszenzfarbstoffmolektUs F2 erfolgt 
unter bestinunten Bedingungen nach der Anregung von 
Fi durch Licht der Wellenlange Xi eine strahlungslose 
EnergieObertragung auf F^ der dann seinerseits Licht 
einer dritten, noch grdQeren WellenlSnge X3 emittiert 
Dieses Prinzip des Energietransfers ist von Fdrster in 
der Theorie beschrieben worden und ist Anregimg fOr 
^elerlei mdgliche Anwendungen gewesen (Annual Re- 
views in Biochemistry 47 (1978), 819—846). 

Der Einsatz der Fluoreszenztechnik ermOglicht einen 
1-Schritt-Test. das helBt, es sind keine Waschschritte 
und mehrfache Inkubationen erforderlich. Besonders 
die Evaneszenztechnik wurde in der Vergangenheit 
h^ufig untersucht, um mit ihr direkt zwischen gebunde- 
nen und nicht gebundenen fluoreszenzmarkierten Mo- 
lekQlen zu unterscheiden (Gia Ghent 30 {IBM), 
1533—1538). Hier wird das Prinzip ausgenutzt, daS 
Licht bei der Totalreflexion wlhrend der Fortpllanzung 
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in einem Lichtwellenleiter in das Medium mit niedrige- 
rem Brechui^sindex austritt und zwar etwa V3 der Wel- 
lenl^ge des Lichtes. Dieses IJcht kann genutzt werden, 
um FIuoreszenzmoIekQle, die sich an der Oberfl&che des 
5 Uchtwellenleiters beHnden, zur Fluoreszenz anzuregen. 
Das ausgesandte Fluoreszenzlicht seineneits wird zum 
Teil in den Uchtwellenleiter zurQckgekoppelt und kann 
detektiert werden. Sind auf der Lichtwellenleiterober- 
fl&che RezeptonnolekQie adsorbiert oder chemisch ge- 

10 bunden, so fQhrt die spezifische Bmdung fluoreszenz- 
markierter Analyte zu einer Anreicherung in der Nfthe 
der Oberfl^che. Diese MolekOle kdnnen durch £e eva- 
neszente Welle zur Fluoreszenz angeregt werden; ande- 
re, nicht gebundene MolekOle^ die sich weiter von der 

15 Oberflache entfemt befinden, werden dagegen auf- 
grund der "Kurzsichtigkeit* der evaneszenten Welle 
nicht zur Fluoreszenz angeregt und entsprechend nicht 
erkannt Es l^t sich also zwischen den Zustftnden "ge- 
bunden" und ''nicht gebunden* unterscheiden. Auch k6n- 

20 nen Anderungen des Brechungsindex in der Nihe der 
Oberfiache, die durch die Anwesenheit von Analytmole- 
kQlen auftreten, durch die evaneszente Welle detektiert 
werden. 

Die Empfmdlichkeit der Detektion von Fluoreszenz- 
25 licht kann erhdht werden, wenn man "^eitaufgeldst" de- 
tekdert, das heiBt, nach der Anregung mit einem Licht- 
puis wartet man mit der Detektion so lange, bis das sehr 
schnell abklingende Streulicht und evtL vorhandenes 
sdmell abklingende Hintergrundfluoreszenz nahezu 
30 verschwunden ist Erst dann wird das Fluoreszenzlicht 
der FIuoreszenzmoIekQle mit entsprechend lingerer 
Euoreszenzabkimgzeit detektiert (Analytical Chemi- 
stry 62 (1990). 1 149A- 1 157A). 
Sind auf der Lichtwellenleiteroberflache neben Re- 
35 zeptormolekOlen auch FluoreszenzfarbstoffmoiekQle 
Fl Z.B. nach z.a dem in DE3938598A1 und 
DE 40 13 713 Al beschriebenen Verfahren an der Ober- 
fl^be immobilisiert, so laBt sich der Fluoreszenzener- 
gietransfer mit Hilfe der Evaneszenztechnik nachwei* 
40 sea Werden MolekQle, die mit einem Fluoreszenzfarb- 
stoff F2 markiert sind, an der Oberfl&che gebunden. tritt, 
wenn der Abstand zwischen F2 und den an der Oberfia- 
che gebundenen FluoreszenzfarbstoffmolekQlen Fl 
klein genug ist, ein Energietransfer auf, der durch die 
45 verSnderten Fluoreszenzeigenschaften auf der OberfUl- 
che evaneszent detektiert werden kann. 

Nachteile der bisher beschriebenen Evaneszenz-Sen- 
soren entstehen durch die verwendeten LichtqueUen 
und die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. Die Ver- 
so wendung von Blitzlampen zur Anregung f Qhrt zu einer 
breiten spektralen Anregung, die, trotz Verwendung 
entsprechender Filter, einen betrftchtlichen Anteil Un- 
tergrundfluoreszenz verursacht, was die Empfindlich- 
keit des Sensors einschrinkt In anderen Arbeiten wur- 
55 den Stickstofflaser eingesetzt, um den Fluoreszenzfarb- 
stoff Fluoresceb evaneszent an der OberflSche des 
Uchtwellenleiters anzuregen. DarQberlunatis sind Stick- 
stofflaser relativ teuer und bendtigen reinen Stickstoff 
fQr den Betrieb. Dieser kann entweder aus einem Stick- 
60 stoffreservoir kontinuierlich durch den Laserresonator 
fliefien, oder aber sich in einem abgeschlossenen Reso- 
nator befinden, der sich wiederum in einer Kartusche 
befmdet, die von Zeit zu Zeit ausgewechselt werden 
muB. Dies erhsht die Betriebskosten. DarOberlunaus ist 
65 die Apparatur groB und unhandlich und die Empfind- 
lichkdt gegenQber Zerstdrung der Lichtquelle groS. 

Ein weiterer Nachteil ist die Verwendung von Parb- 
stoffen, die im sichtbaren oder blauen Spektralbereksh 
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absorbieren und emittieren. da durch die entsprechende Hierzu werden bei der PrSparation des Sensors die spe- 

Wellenlinge des Anregungslichtes eine Reihe anderer zifisch bindenden SteUen der funktioneUen MolekOle 

eventucU vorhandener Substanzen (beispielsweise Pro- mit fluoreszenanarklerten. komplementir bindenden 

teme, Nicotinaimddinukleotid. Ravine) ebenfalls Ucht Molekttlen abgesattigt Man beobachtet dann bei der 

absorbieren und Fluoreszenzlicht emittieren. Dieses 5 Anregung mit Ucht eine manmale Fluoreszenzemis- 

"Untergrundfluoreszenzhcht" reduziert die Empfind- don, deren Abnahme fiber einen zwtlidien Verlauf be- 

hchkeitdes Sensori ^ ^ , obachtet werden kami. wemi bei Kontakt mit der zu 

Die vorliegende Erfindung betnfft emen neuartig auf- untersuchenden LSsung das HuoreszenzmarWerte kom- 

gebauten Sensor zur Detektion von mit Fhwreszenz- plementarbindende MolekOlineinerGleicIigewichtsre- 

farbstoff marioerteB MolekOten zur Erkennung und 10 aktionen durch nicht fluoreszenzmarkicrte, komple- 

zum quantitettven Nachweu dieser Substanzen oder mentflr bindende MoIekQle des gleichen T^ps verdrtagt 

Analyte. Dabei kam die Schnelhgkeit des Tests durch werden. Eine Variation dieses Vorgehens ist die gleich- 

Verwendung ernes IjchtweUenleiters beUebiger Gestalt zeitige Zugabe von fluoreszenzmarkierten und nicht- 

und den Einsatz der Bvaneszenztechnik genutzt werden, fluoreszenzmarlderten Molekfllen, so daB die beklen 

die HmtergrundfluorMzenz reduziert und gleichzeitig 15 Mo!ekQitypenumdieBindungssteUenkonkurrieren.ie- 

eme hoheEmpfmdbchkeiterreicht werden. DarOberhin- dodi das Gleichgewicht schneUer eintritt Der AuHMiu 

aus kann die GrSBe und Empfindlichkeit gegen StoB des kann natflrlidi auch eingesetzt weiden, um den Nach- 

Gerates verrmgert und die Kosten reduziert werdea weis von MolelcQlen fiber einen Fdrster-Eneime-TVans- 

DieErfmdung betnfft einenoptischen Sensor auf der ferzuffihren. 

Basis der Bvaneszenztechnik, bestehend aus 20 AIs Fluoreszrazfarbstoffe kommen alle Chromopho- 

. . , re in Frag^ die durch Laserdioden anregbar sind. Hier 

a}emem festenTrSger. and insbesondere zu nennen: Cyanine. Rhodamine, In- 

b) einer auf a) angebracbten em- oder mehrla^en docyanine, Oxazine. Diese Auflistung ist nur beispiel- 

Schicht yon Roeptomolekfilea haft Werden frequenzvervielfachte Laserdioden eingc- 

^emer Laserdiode als AnregungsKchtqueUj^ 25 setzt, so weiden Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. die 

d) ememodermehrerenSpiegetaund/oderRltera. durch die WeUenlSnge der frequenzvervielfachten La- 

e) ernem Detektor, serdiode angeregt werden kdnnen (z.RCoumarine). 

f) ernem oder mehreren Fluoreszenzfarbstoffen. die Darflber hinaus kann der Sensor auch eingesetzt wer- 
durch das Ucht der Laserdiode zur Emisskm von den. um Brechungsindexlnderungen, die durch die An- 
Fluoreszenzhcht angeregt werden kOnnen. 30 wesenheit von Molekfllen in der Nflhe der OberfUlche 

des UchtweUenleitcrs auftreten, zu detektieren und so 
Ais irager kommen alle dem Facfamaim bekannten, Analyte nachzuweisen. 

rar die Immobilisienmg geeignetenTriger in Frage^ wie Anhand ehes AusfOhrunpbeispiels soU die Erfindung 

Glas,Quarz.Kunststoffe. eriautert werden: 

Auf solche Trager werden adsorptiv, mit Hilfe chemi- 35 Der in Fig, 1 beschriebene Aufbau besteht aus emer 

«*er Kopplim^lekOle oder mit Hilfe der Langmmr- Laserduxie (1^ deren Ucht fiber einen Raman-Holoera- 

BIodgett-Technik. RezeptormolekOle unmobilisiert phie-KantenfUter durch ran KCkroskopobjektivm einen 

Oder polymere Netzwwke aufgebracht, in deren Hohl- kommerzieU erhaltfichen Uchtwellenleiter eingekop- 

raume Rezeptomiolekflle emgefangen oder kovalent pelt wird. An der Spitze des UchtweUenleitcrs wurde 
mimobUisiert sind oder werdea Darfiberiifaiaus kdnnen 40 der Mantel entf emt, so daB der Kern frei lag. Auf dem 

an der SteOe yon oder gemeinsam nut Rezeptormolekfi- Kern wurden fiber Y-Aminotriethoxysilanmolekflle und 

ten auch IndikatormoIekOle unmobilisiert Oder in Netz- Glutardialdehyd kovalent anti-Ziege-anti-Hase-IaG- 

werten auf der Oberfiache aufgebradit sem. Die aufge- Antikfirper gebunden. Zur Detektion der in den Ucht- 

brachten S<Aichten sollen eine oder wenige Monolagen weHenleiter eintretenden Huoreszenz wurde em halb- 

dick sem. jedoch sou die Schichtdicke nicht die Wellen- 45 durchllssiger. weUenlangenselektiver Spiegel in den 

lange des Uchtes fiberschreiten. Strahlengang positionlert. und ankommende Huores- 

Die Immobilisierung funktioneUer Molekfile kann auf zenzphotonen auf einen Detektor (7) geleitet Zur De- 

untersduedhche Art und Weise erfolgen: Das funktio- tektion wurde eine PIN-Diode verwendet Seibstver- 

neUe Molekfil kann kovalent gegebenenfaUs unter Ver- stBndUch kflnnen auch andere Detektoren, wie z. R Se- 

71 «> kundarelektronenvervielfedier, verwendet wwdea Em 

I^-SchichtgeknOpftsem. zusatzKcher weUenlangenselektiver Fflter unteidrflckt 

T Molekfil kann gleichzeitig mit der eventueU auftretendes StreulWit Die Faserspitze (5) 

p-Schicht als AmphipWl mitgespreitet und so mit "An- wurde nun in eine Lfisung getaucht die einen unmar- 

ker- m die Schicht mitemgebaut werden. Uerten Ziege-anti-Pferd-Antikarper und einen mit dem 

Die Anregung erfolgt nut emer LasercBodCk die Ucht 55 Fluoreszenzfarbstoff "Cy 5" markierten Ziege-anti- 

voRUgswrase un nahen mfraroten WeUeniangenbereich Pferd-AntikSrper enthait getaucht Markierte und nidit 

ramtti^ Auch f requenzvervidfachte Laserdioden smd markierte AntikSrper konkurrieren um die Bindungs- 

emsetzbar. WettcrhmkfinnenzurzeitaufgelSstenFluo- steUen der immobiUsierten Antikflrper. Die Fluores- 

resDWzspektroskopie gepulste Laserdioden rangesetzt zenzsignalintensitat nimmt mit abnehmender Konzen- 

. • J • «u . . . . 60 trationannichtmarkiertemAntikSrperzu.MitderAp- 
Zur Detekuon wu-d eme Photodiode oder ran Photo- paratur lassen sich auch andere Arten von Testkonfieu- 

multipheremgesetzt rationen,z.B.kompetitive Tests durchffihren und ande- 

Der so betchnebene Sensoraufbau kann m dieser re Analyte (z.B. Nukleotidt Mikroomi^en. Itmen. 

FunktionmchtnuremeninLSsungvorhandenenAnaly- Molekfile) nachweisen. 

ten, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist 65 

nachweisen; der Sensoraufbau kann auch genutzt wer- Patentansprflche 
den, um in emer kompetitiven Funktionsweise emen 

nicht fluoreszenzmarkierten Analyten nachzuweisea 1. Optisdjer Sensor auf der Basis der Evaneszenz- 
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technik, bestehend aus 

a) einem f esten TYSger, 

b) einer auf a) angebrachten ein- oder mehrla- 
gigen Schicht von Rezeptormolekfllen, 

c) einer Laserdiode als Anregungslichtquelie, $ 

d) einem oder mehreren Spiegeb und/oder 
Filtern, 

e) einem Detektor, 

f) einem oder mehreren Fluoreszenzfarbstof- 
fen, die durdi das Licht der Laserdiode zur lo 
Endssion von Fluoreszenzlicht angeregt wer- 
denkdnneiL 

2 Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der verwendete Tr^ger aus Glas» 
Quarzglas,Kunst5toffoderanderentransmittieren- 15 
den Materialien besteht 

3. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge* 
kennzeichnet, daB das Tr^germateriai selbst auf ei- 
nem weiteren stabilisierenden Festkdrper aufge- 
brachtodereingelagertist 20 
3L Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeidmet, daB Rezeptormolekflie auf dem Trft- 
ger tmmobilidert and. 

4. Optisdier Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB MolekGle mit Katalysatoreigen- 25 
schaften auf dem Triger gebunden sind. 

5. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine gepulste Laserdiode zur 
Anregung eingesetzt wird. 

6. Optischer Sensor nach Anspruch 1 und 5, da- 30 
durch gekennzek:hnet, daB zeitaufgel6st detektiert 
wird 

7. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB frequenzvervielf achte LasercUo- 
den eingesetzt werden. 35 

8. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Anregungslicht in den Ucht- 
wellenldter eingekoppeit wird 

9. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch ge* 
kennzeichnet, daB die Fluoreszenzanregungaufier- 40 
halb des Lichtwelienleiters durch Bestrahiung der 
AnalytlOsung erfolgt 

10. Optischer Sensor nach Anspruch I und 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Auskopplung des 
Fluoreszenzlichtes an dem Ende des Lichtwelien- 45 
leiters erfolgt, an dem das Anregungslicht einge- 
koppeit wird 

11. Optischer Sensor nach Anspruch 1 und 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Auskopplung des 
Fluoreszenzlichtes an einem Ende des lichtwellen- 50 
leiters erfolgt, an dem das Anregungslicht nicht ein- 
gekoppeit \^rd 
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Fig. 1 Ausfuhrungsbeispiel 




1 Laserdiode 

2 Holographischer Ramankantenf ilter oder andere wellenlangen 

3 Mikroskopobjektiv oder selektive Filter 
andere Einkoppeloptik 

4 Faserhalterung 

5 Lichtwellenleiter 

6 Filter 

7 Detektor 
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